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Synteza DNA w kiełkujących nasionach Vicia faba L. 
CuHre3 DNA s npopacTarouinx cemenax Vicia faba L. 


DNA Synthesis in Germinant Vicia faba L. Seeds 


Synteza DNA w kiełkujących nasionach wiąże się ściśle z przechodzeniem ko- 
morek ze stanu spoczynkowego do metabolizmu oraz ze wznowieniem ich cyklu 
życiowego. Badania wykazały, że jądra merystemu zarodkowego w spoczynkowych, 
suchych nasionach znajdują się w okresie intermitotycznym. Z prac Bogdanowa 
i wsp. (1964) oraz Avanzi i wsp. (1963) wynika, że w suchych nasionach Pisum 
i Triticum występują wszystkie kategorie jąder intermitotycznych — Gy, S i Gy, na- 
tomiast w nasionach Vicia faba stwierdzono występowanie jąder fazy G, i G (Bru- 
nori i wsp. 1966), przy czym jądra fazy G, stanowią we wszystkich wypadkach 
zdecydowaną większość. 

Badanie kiełkujących nasion jęczmienia (Chang, 1963), grochu (Bogdanow 
i wsp., 1964) i bobu (Davidson, 1966) pozwoliły na oznaczenie czasu pojawiania 
się pierwszych podziałów komórkowych, a zastosowanie metody autoradiograficz- 
nej na określenie początku syntezy DNA. 

W naszej pracy przeanalizowano zagadnienie pojawiania się mitoz oraz synte- 
zę DNA w kiełkujących nasionach Vicia faba L. przy użyciu metody cytofotome- 
trycznej. 


MATERIAŁ I METODYKA 


Suche nasiona Vicia faba L. moczono w wodzie wodociągowej przez 24 godziny. 
Następnie wybierano nasiona jednakowo nabrzmiałe i hodowano je dalej w płyt- 
kach Petriego na wilgotnej bibule w temperaturze 20°C. Obserwacji dokonano na 
korzeniach zarodkowych z nasion suchych oraz na korzeniach z nasion kiełkują- 
cych, w odstępach 6-godzinnych począwszy od chwili zakończenia 24-godzinnego 
moczenia. Szczytowe odcinki korzeni (1 mm) utrwałano w płynie Carnoya i sporzą- 
dzano preparaty trwałe. Podłużne skrawki mikrotomowe, grubości 10 mikronów hy- 
drolizowano w in HCI przy temperaturze 60°C przez 8 minut i barwiono cdczyn- 
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nikiem Śchiffa przez 2 godziny. Po 3-krotnym przepłukaniu w wodzie z SO, zamy- 
kano w balsamie. Zawartość DNA w badanym materiale oznaczano cytoiotome- 
trycznie przy użyciu fotometru Zeissa, typ II (Grzycka, 1967). Wyniki zestawiono 
w tabelach i histogramach. 


BADANIA WŁASNE 


Założeniem pracy było stwierdzenie, w jakim okresie czasu od wykieł- 
kowania nasion pojawiają się pierwsze podziały mitotyczne, oraz kiedy 
rozpoczyna się synteza DNA. Punktem wyjściowym było zbadanie stanu 
komórek w nasionach spoczynkowych. 

W tab. 1 przedstawiono dane liczbowe uzyskane na podstawie cytofo- 
tometrycznego oznaczania DNA w jądrach merystemu korzeniowego na- 
sion suchych oraz nasion kiełkujących. Zestawione wyniki pozwalają 
stwierdzić, że jądra komórek merystematycznych nasion suchych znaj- 
dują się we wszystkich stadiach intermitozy, to znaczy Gy, Si Gy. Jądra 
fazy G, są najliczniejsze, stanowią bowiem az 79%, jądra G; — 14%, na- 
tomiast jądra fazy S zaledwie 7%. Podobnie kształtuje się sytuacja w na- 
sionach moczonych przez 24 godziny, a także w merystemie korzeniowym 
nasion hodowanych przez 18 godzin od zakończenia moczenia, gdzie ją- 
dra fazy G, stanowią 76—80%, fazy S od 5 do 7% i fazy G, od 15—17%. 
Zawartość DNA w jądrach komórek merystematycznych omawianych 
korzeni nasion ilustruje ryc. 1, A, BiC. Nieznaczne różnice występują 
w korzeniach po 24 godzinach od zakończenia moczenia. Obserwuje się 
w nich niewielki spadek jąder fazy G, (64%) oraz wzrost liczby jąder 
fazy S i Gz (13 i 23%) — ryc. 1 D. 

Wyraźna różnica występuje po 30 godzinach hodowli. Liczba jąder 
fazy G, spada do 54%, wzrasta natomiast liczba jąder fazy S do 19% i fa- 
zy G do 27%. Na tym samym mniej więcej poziomie (51, 21 i 28%) utrzy- 
muje się stan jąder w poszczególnych fazach po 36 godzinach od zakoń- 
czenia moczenia (ryc. 1 E i F). 

W preparatach z korzeni nasion pozostających w hodowli 18 godzin 
zauważono pojedyncze, nieliczne figury mitotyczne. W związku z tym 
przeanalizowano po 10 korzeni z nasion hodowanych na płytkach przez 
18, 24, 30, 36, 42,.48, 54 i 60 godzin. Z każdego z 10 korzeni obliczano 
w preparatach po około 1000 komórek z uwzględnieniem komórek dzie- 
lących się. Wyniki liczbowe zestawiono w tab. 2. 

W grupie 1 (18 godzin), gdzie nasiona były mocno napęczniałe i miały 
rękniętą łupinę, na 10 badanych korzeni tylko w 4 korzeniach stwier- 
dzono obecność mitoz. W grupie 2 (24 godziny) w 6 korzeniach na 10 
i w grupie 3 (30 godzin) w 7 korzeniach. Procent komórek dzielących 
się wynosił w tych grupach od 0,29 do 0,94. W pozostałych grupach mi- 
tozy obserwowano we wszystkich badanych korzeniach. W grupie 4 (36 
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Liczba jąder 


60 


60 
= c 
LO 
30 
20 
10 
L 6 8 0 12 4 
50 
40 E 
3 
2 
4 
6 8 10 12 4 


b 


Kazimiera Grzycka 


60 


20 


10 


60 


50 


10 


4 6 8 10 12 14 


4 6 8 10 12 % 


Wzgledne wartości DNA ————— 


Ryc. 1. Histogramy zawartości DNA w jądrach komórek merystemu korzeniowego 
suchych i kiełkujących nasion Vicia faba L. A — nasion suchych, B — nasion 
moczonych przez 24 godziny w wodzie, C — nasion po 18 godz., D — po 24 godz., 
E — po 30 godz. oraz F — po 36 godz. od zakończenia moczenia 
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Tab. 2. Częstotliwość mitoz w merystemie korzeniowym Vicia faba L. 
The frequency of mitosis in Vicia faba L. root meristem 


Czas w godz. Liczba Liczba Całkowita Komórek dzielących sie 
od zakończenia korzeni korzeni liczba A em it 
moczenia badanych z mitozami komórek liczba % 

18 10 4 8705 25 0,29 

24 10 6 9240 72 0,78 

30 10 7 9407 88 0,94 

36 10 10 8920 406 4,55 

42 10 10 9730 1050 10,79 

48 10 10 8640 1065 12,33 

54 10 10 10050 2140 21,29 

60 10 10 9850 2230 22,64 


godzin) korzenie były lekko wysunięte, a w grupach 5 do 8 (42—60 go- 
dzin) osiągały długość 5—15 mm. Częstotliwość podziałów była tu różna, 
zarówno w poszczególnych korzeniach w obrębie jednej grupy, jak też 
i w obrębie badanych grup. Procent komórek dzielących się w korzeniach 
nasion hodowanych przez 36 godzin od zakończenia moczenia wynosił 
4,55, po 42 i 48 godzinach wzrósł do 10,79 i 12,33, a po upływie 54 i 60 
godzin równał się 21,29 i 22,64% (tab. 2). 


OMÓWIENIE WYNIKÓW 


Wyniki uzyskane w naszych badaniach na podstawie oznaczania za- 
wartości DNA, a także dane z piśmiennictwa (Bogdanow i wsp. 
1964, 1967, Avanzi i wsp. 1963, Brunori iwsp. 1966) pozwalają 
na stwierdzenie, że stan komórek w merystemie zarodkowym nasion su- 
chych badanych roślin kształtuje się podobnie. Jądra fazy G, stanowią 
większość, niezależnie od występujących wahań liczbowych, jak np. w 
przypadku nasion grochu z różnych lat o wyraźnie innych warunkach 
klimatycznych (Bogdanow i wsp. 1967). Jedynie zagadnienie doty- 
czące występowania komórek w fazie S, to znaczy komórek z nie zakon- 
czoną syntezą DNA, pozostaje otwarte. W badaniach suchych nasion 
Vicia faba (Brunori i wsp. 1966) wykazano jedynie obecność jąder 
fazy G, i Ge, podczas gdy w naszych obserwacjach stwierdzono również 


Histograms of the DNA content in cell nuclei of root meristem of dry and germi- 

nant Vicia faba L. A — dry seeds, B — seeds soaked for 24 hours in water, C — 

seeds after 18 hours, D — after 24 hours, E — after 30 hours, F — after 36 hours. 
From the end of soaking 
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występowanie jąder fazy G, i G2, ale zauważono ponadto jądra posiada- 
jące pośrednie wartości DNA. Stanowią one zaledwie 7%. 


Utrzymywanie się podobnego, jak w nasionach suchych, stanu komórek 
w merystemie korzeniowym nasion moczonych przez 24 godziny, a także 
w pierwszych grupach nasion hodowanych potwierdza wnioski Bogda- 
nowa i wsp. (1964), którzy stwierdzają, że jest to okres zwiększania 
się rozmiarów komórek i jąder na skutek nawadniania, brak jest jednak 
w tym okresie syntezy DNA. 


Nieznaczny wzrost liczby jąder fazy S i G, oraz spadek liczby jąder 
fazy G; po 24 godzinach od zakończenia moczenia, pozwala sądzić, że 
w tym okresie pewna liczba jąder rozpoczyna syntetyzowanie DNA, tym 
bardziej, że w grupach następnych (30 i 36 godzin) obserwuje się dalszy 
wzrost liczby jąder fazy S i G}. Jak wynika z obserwacji, w przeważa- 
jącej liczbie korzeni Vicia faba, synteza DNA wyprzedza mitozę. Począ- 
tek syntezy DNA występuje bowiem po 24 do 30 godzinach od zakończe- 
nia moczenia nasion, a podziały mitotyczne występują we wszystkich ko- 
rzeniach dopiero po 36 godzinach. Jednakże w niektórych korzeniach 
pierwsze mitozy pojawiają się już po 18 godzinach, a więc w czasie, w któ- 
rym nie stwierdzono syntezy DNA. Davidson (1966) sugeruje, że są 
to komórki, które w okresie spoczynkowym nasienia pozostawały w fazie 
Gs, a więc były już przed wykiełkowaniem nasion przygotowane do roz- 
poczęcia podziałów. 
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PEZIOME 


Uenbro pa6oTbı Óbino BbiacHeHne, B kakoe Bpema nocne npopactaHuma ce- 
maH Vicia faba L. HaumHaeTca MuTOTHYeCKOe genemme u cuHTe3 DNA. Co- 
aepxaHue DNA B aqpe MepucTeMaTHUECKKX KNETOK CYXHX n NPOPACTAIIUMX 
Ce€MSH onpeĄenanockh LiuTochoTomeTpnuecku. B pesynbTaTe npoBeAeHHbix 
uCCJEĄOBAHWM YCTAHOBJIEHO, YTO B MEPKCTEME CYXKX COMAH BCTPEUAFOTCA BCE 
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KaTeropun MHTEepMHTONMUECKHX agep, T.e. GiS n GzY. Y 6onbLIMHCTBA nc- 
CHEĄOBAHHbIX KOpHeň chHTe3 DNA B npopacramıumx cemeHax onepexaer 
MUTOMHUECKOE HereHne. CHHTe3 HaunHaeTca cnycta 24—30 uacoB, TorĄa kak 
MUTO3 — cnycTa 36 UacoB KynbTypbl. 


SUMMARY 


The foundation of the work was to ascertain in which period of time 
from the germination of Vicia faba L. seeds does the mitotic and DNA 
synthesis division begin. The DNA contents in the meristematical cell 
nuclei of dry and germinant seeds was determined cytophotometricaly. 
In result of the carried out observations it was ascertained that, in dry 
seed meristem, all the categories of intermitotic nuclei appear, that is Gy, 
S and Gy. DNA synthesis in germinant seeds, in the majority of studied 
roots, preceeds the mitotic division. It begins after 24—30 hours, while 
mitoses occurs in all the studied roots only after 36 hours of culture. 
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